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RESUMO - OgjeTivo. Estabelecer as freqiiéncias das especificidades
HLA-A, B, DRBI e DQBI numa amostra de mesticos da cidade de
Teresina, Piaui, para caracterizar a sua composicao genética.

Metopos. A reacao em cadeia da polimerase de seqiiéncia de
“primers” especificos (PCR-SSP) foi utilizada para determinar as
especificidades HLA-A, B, DRBI e DQBI de 97 individuos mesticos,
saudaveis e nao relacionados da cidade de Teresina. A freqiiéncia
genotipica foi estimada e comparada com aquelas descritas em
amostras de brasileiros caucasianos, portugueses, negros e indios
utilizando a Analise de Componente Principal (PCA) e a Analise de
Agrupamento Hierarquico (HCA).

ResuLtapos. A fregiiéncia das especificidades HLA-A, B, DRBI e

DQBI observada na amostra de Teresina foi intermediaria entre os
caucasianos e negros e nao foi observada freqiiéncia elevada das
especificidades tipicas de populagoes amerindias. A PCA e HCA
demonstraram que os mesticos de Teresina estao muito proximos
aos caucasianos e negros e nao apresentam similaridades com os
indios.

ConcLusio. A composicao genética do mestico de Teresina é
predominantemente bi-hibrida de genes de origem caucasiana e
negra com pouca participacao de genes indigenos.

UNiTermos: HLA. Polimorfismo. Genética de populagdes. Grupos
étnicos.

INTRODUCAO

O complexo principal de histocompa-
tibilidade, denominado HLA em humanos,
compreende um grupo de genes localizados
no braco curto do cromossomo 6 e agrupados
em trés sub-regides: HLA classe | (A, B e C),
HLA classe Il (DR, DQ e DP) e HLA classe Ill,
sendo que apenas os genes HLA classe | e
classe Il determinam compatibilidade teci-
dual'. Os genes que codificam as moléculas
HLA sdo extremamente polimdrficos e a fun-
¢do bioldgica das moléculas HLA classe e I é
apresentar peptideos aos linfécitos T CD8+ e
CD4+, respectivamente. Alguns genes HLA
conferem susceptibilidade a certas doengas,
por exemplo, o gene HLA-B27 em relagdo a
espondilite anquilosante?, Além disso, as molé-
culas HLA representam os principais aloan-
tigenos (antigenos que diferem entre individu-
os da mesma espécie) relacionados a rejeicdo
de enxertos de drgdos sdlidos e a reagdo de
enxerto contra hospedeiro em transplante de
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células tronco hematopoéticas (transplantes
de medula dssea, células tronco do sangue
periférico, células de corddo umbilical)’. A
identificacdo dos antigenos HLA (tipificagdo
HLA) do receptor e de seus potenciais doado-
res permite a selecdo do par receptor/doador
com malor grau de compatibilidade HLA e,
portanto, com maior chance de sucesso do
transplante.

O sistema HLA ¢é altamente informativo
em estudos de genética de populagdes, devido
a0 seu elevado polimorfismo e ao forte
desequilibrio de ligagdo entre alelos de locos
proximos”. Essas propriedades permitem que
a tipificagdo HLA seja utilizada como um instru-
mento de Investigacdo para caracterizar a
composicdo genética de diferentes povos,
uma vez que a freqliéncia dos alelos HLA e o
padrdo de haplStipos sdo caracterfsticos de
cada etnia e populaco.

Baseado nisso serd feita uma revisdo do
processo de colonizagao do Piauf para enten-
der a formagdo étnica atual da populagdo de
Teresina.

A cidade de Teresina estd localizada na
regido nordeste do Brasil com coordenadas
geograficas de 05° 05" 21" de latitude sul, 42°
48' 07" de longitude oeste e 72 m de altitude”.

Foi fundada em 1852, como uma capital plane-
Jada, e sua populagdo foi constituida a partir de
um movimento migratério das cidades do Piauf
e de estados vizinhos.

A colonizagdo do Piaul ocorreu em trés
momentos distintos®’. O primeiro, no século
XVII, fol marcado pelo movimento de Entradas
e Bandeiras que tinham como finalidade a des-
cricdo geografica da regido. Nesta época o
Piauf era conhecido como corredor migra-
tério, j& que ndo havia fixagdo dos coloni-
zadores em solo piauiense. O segundo mo-
mento, no século XVIII, caracterizou-se pelo
inicio do povoamento, através da conquista
das terras dos indios pelos Bandeirantes e o
surgimento das primeiras famflias piauienses.
O terceiro momento, ainda nos meados do
século XVIII, corresponde a consolidagdo do
povoamento e é marcado por acelerado
crescimento demografico®.

A cidade de Teresina, atualmente, tem
uma populagdo de 715.360 habitantes®, coma
seguinte composicao étnica: 72% de mesticos,
23% de brancos, 4,6% de negros, 0,01% de
indios, 0,05% de amarelos’. E a principal cida-
de do Estado e tornou-se um importante pdlo
de servicos para o meio norte do pals, princi-
palmente na drea de salde, especialmente em
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tratamentos médicos de alta complexidade,
como o transplante de drgaos e tecidos.

Para o desenvolvimento dos programas
de transplante de 6rgaos e tecidos do Estado,
tornou-se importante caracterizar a base ge-
nética do tipo étnico dominante da regido, ja
que a selecdo do doador para transplante de
rim e de células tronco hematopoéticas é
baseada em compatibilidade HLA. Assim, o
objetivo do presente estudo foi determinar
as freqUiéncias das especificidades HLA A, B,
DRBI e DQBI e a participagdo da etnia
branca, negra e amerindia na constituicdo do
mestico da cidade de Teresina.

METopos

A populacdo estudada consistiu de 97
voluntdrios mesticos ndo aparentados, natu-
rais de Teresina e com as duas ascendéncias
parentais do Piauf. As amostras foram obtidas
por meio de coleta em mdltiplas etapas, com
um sorteio inicial de 8 das |2 macro-regices
de Teresina'®, seguido pelos sorteios dos
bairros, ruas e sistematizagdo para a visita da
residéncia a ser incluida.

As amostras de sangue foram coletadas
para tipificagio HLA classe | e Il de apenas um
individuo de cada residéncia apds obtencdo do
consentimento informado, Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piauf.

Tipificacao HLA

Atipificacio HLA foi realizada pela técnica
de reacdo em cadeia de polimerase com
primers especfficos (PCR-SSP) utilizando its
comerciais (SSP-IL e 2L - One Lambda,
Canoga Park, CA, USA). A extracao de DNA
foi realizada com colunas de captura (Gentra
Systems, Minneapolis, MN, USA) e o material
isolado foi amplificado em termociclador PTC-
100 M) Research, INC (Waterton, MA-USA),
utilizando um programa com 30 ciclos. Apos
uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por
130 seg, a reacao de PCR foi submetida a 29
ciclos a 94 °C por 10 seg, 63 °C por 50-60 seg,
seguidos pela etapa final de extensdo a 72 °C
por 30 sege, mantidoa 4 °Caté ser processada
a corrida eletroforética. Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2 g%, contendo solucdo de brometo
de etideo a 0,05 g%, durante 4 minutos.

O gel foi analisado sob transiluminagdo
ultra-violeta e a foto-documentacdo fo
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realizada atraves do sistema automatico
(Kodak Digital Science - Eletrophoresis
Documentation and Analysis System 120,
Eastman Kodak Company, NY, USA). A inter-
pretacdo dos resultados para a determinacéo
datipificacdo HLAA, B, DRBI e DQBI de cada
doador foi realizada por meio de programa de
informatica (LMT/DNA HLA Software — One
Lambda), seguida de andlise manual.

Analise dos dados

As freqUiéncias fenotipicas (Ff) foram calcu-
ladas por meio da divisdo do nlimero de vezes
que a especificidade aparece na amostra pelo
ndmero total de individuos estudados. As fre-
quéncias genotipicas (Fg) foram obtidas pela
formula: Fg= | - /1 —Ff

A distancia genética entre a populacdo
amostrada de Teresina e os dados obtidos da
literatura para as amostras de brasileiros pro-
cedentes de Sdo Paulo (Sdo Paulo)'!, brasilei-
ros brancos com os ancestrais imigrantes da
Europa, principalmente da ltélia e Portugal
(branco europeu)'?, portugueses'®', brasilei-
ros negros (negros)® e indios-terenas' e
guaranis'’ foram analisados utilizando a Fg das
especificidades HLA, DRBI e DQBI. A andlise
multivariada desses dados foi feita por meio
dos métodos de Andlise de Componente
Principal (PCA)'® e andlise de agrupamento
hierérquico (HCA)"?. Todos as clculos foram

realizados com o auxilio do programa - Statis-

tical Package for the Social Science (SPSS,
versao 8.0 UFPI). A PCA mostra a posicao da
populagao estudada em relacdo aos dados da
literatura, tendo como referencial de cons-
trugdo das novas varidveis (componentes
principais — CP) todas as varidveis originais do
estudo.

A representacao destas componentes em
duas dimensoes tem grande poder estatistico.
O dendrograma obtido de HCA consiste na
construgdo de diagramas que representam a
similaridade entre pares de amostras ou
grupos numa escala que vai da identidade até
nenhuma similaridade.

ResuLTADOS

As freqUiéncias fenotipicas e genotipicas
das especificidades HLA A, B, DRBI e DQBI
estdo listadas na Tabela |. As quatro especi-
ficidades mais freqUentes de cada loco foram:
HLA-A, A*02, A*03, A¥)4 e A*68; HLA-B,
B*07, B*44, B*I5 e B*35; HLA-DRBI,

DRBI*I1, DRBI*04, DRBI*|3 e DRBI
*03 e HLA-DQBI, DQBI*0301, DQBI*06,
DQBI*02 e DQBI*05.

Podemos observar na Tabela 2 que as
quatro primeiras CPS representam 95% da
variabilidade total das 20 varidveis originais
estudadas (13 HLA-DRBI e 7 HLA-DQBI).

Dessa forma, estas primeiras compo-
nentes contém as informagdes estatisticas
mais relevantes do estudo, permitindo a
reducdo da dimensionalidade dos pontos
representativos das 20 varidveis originais
para quatro componentes principais, das
quais as duas primeiras (CP| e CP2) repre-
sentam 74,3% da variabilidade total do es-
tudo. A CPI, que separou os dados referen-
tes aos grupos indigenas dos demais (Figura 1),
fol influenciada principalmente pelas varia-
veis originais HLA DQBI*02, DQBI*06,
DRBI*15 e DRBI*03 (peso das varidveis
>0,9). A posicao dos grupos indfgenas (a
esquerda do grafico) se deve aos elevados
valores de Fg para as varidveis HLA-
DRBI*I6, DRBI*08 e DQBI*04 e por
conseguinte apresentam-se com pesos altos
e negativos na CPI.

A CP2, que explica 19,1% da varidncia
dos dados, fol influenciada principalmente
pela Fg das especificidades HLA-DRBI#04 e
DRBI#09. Notadamente a especificidade
HLA-DRBI*09 foi a varidvel determinante
do distanciamento genético dos indios das
demais populagdes analisadas, tdo bem como
entre os Indios guaranis e terenas. Dal, pode
ser observado no gréfico da Figura | que o
indio terena, conjuntamente com os portu-
gueses, brancos europeus e os mesticos de
Teresina estao localizados no quadrante infe-
rior do gréfico decorrente da baixa Fg desta
especificidade. Em seguida, a Figura 2 repre-
senta de forma visual o esquema de aglo-
meragdo (HCA) entre as populagbes. As
duas primeiras populagbes a se reunirem
(estdgio 1) para constituir um grupo sdo os
brasileiros brancos com ascendéncia euro-
péia e os mesticos de Teresina. No passo
seguinte, estdgio 2, os brasileiros de Séo
Paulo re(inem-se aos brasileiros brancos com
ascendéncia européia. No terceiro estdgio
Juntam-se os portugueses, seguidos dos negros.
As duas populagdes dos indios formam um
agrupamento separado, o que demonstra
uma grande distancia genética entre eles e as
outras populagdes analisadas.
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Tabela | - Distribuicao das freqiiéncias fenotipicas (Ff) e genotipicas (Fg) das especificidades HLA A, B, DRBI e DQBI em amostra de 97 mesticos

de Teresina, Piaui. As quatro especificidades mais freqiientes de cada loco estao em negtito

HLA-A* N Ff Fg  HLAB* N Ff Fg HLA. N Ft Fg HA- N Ft Fg
DRBI* DQBI*
0l 10 0,103 0053 07 20 0206 0,109 0l 0124 0065 02 2 03 08
02 39 0402 0227 08 14 0144 0027 03 2 0227 02 04 l6 0165 0087
03 2 0221 0120 14 5 0,052 0027 04 26 0268 0,145 05 21 0278 0,51
I 9 0093 0,048 5 18 018 0,098 07 14 014 0075 06 350361 0201
B [ 0113 0,059 18 6 0,062 0032 08 18 0l8 009 0301 36 0371 0207
24 18 018 0,098 7 2 0,021 0011 09 [ 0001 000l 0302 21 027 0ll6
25 2 0021 0011 35 17 0176 0,093 10 30031 0016 0303 [ 0001 000
% 4 0,041 0,021 37 2 0021 0011 I 28 0289 0l6
bk 7 0072 0037 38 5 0,052 0027 2 30031 0016
30 I 0113 0,059 3 3 0031 0016 13 25 0258 0,139
3 7 0072 0037 4 3 0134 007 I4 9 0093 0048
33 4 0,041 0,021 4 | 0,001 0,001 15 l6 0165 0087
H# 4 0,041 0,021 4 5 0,052 0027 16 70012 0037
3% 3 0031 0016 4 18 018 0,098
66 4 0,041 0,021 4 3 0031 0016
68 15 015 0,08l 4 5 0,052 0027
74 3 0031 00157 50 3 0031 0016
5| 15 0155 008l
5 4 0041 0,021
53 8 0083 0043
55 3 0031 0016
57 | 0,001 0,001
58 8 0083 0043
78 | 0,001 0,001
8l 2 0021 0011
Tabela2 - Importancia estatistica das primeiras componentes principais (CP) Comprovados no censo de ‘797' ém que
— — - foram registrados como mesticos 57,85%
¢ Autovalor Variancia(%) Varianciacumulativa da populagdo cadastrada®.
| 1104355 55,2 552 Os dados obtidos no presente estudo con-
% 322%25% :2: 573;3\ solidam os relatos histéricos da colonizagdo do
y 52499 74 %0 Piaul. Ainda que a regido fosse palmilhada

CP1= Componente Principal |, CP2= Componente Principal 2, CP3= Componente Principal 3 e CP4= Componente Principal 4

Ambas as técnicas de andlise multivariada
utilizadas conjuntamente com as freqléncias
alélicas obtidas apontam que a populacdo
amostrada de Teresina ndo apresenta traco de
similaridade com as populacdes amerindias
obtidas da literatura.

DiscussAo

A populagao brasileira atual apresenta uma
exuberante diversidade genética, resultante da
miscigenacdo entre os trés grandes grupos
raciais: caucasoides (brancos), negros e ame-
rindios. Esse processo teve inicio no século
XVI' quando os portugueses aportaram no
Brasil. Inicialmente com o amerindio, seguido
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de negros e, em meados do século XIX, com
brancos de diferentes regides da Europa, no-
tavelmente Portugal, télia e Espanha?.,

No sertdo brasileiro, o mestico tornou-
se 0 tipo étnico dominante no século XVIIIE,
Menos de um século depois, Henry Koster®
em visita ao Piauf, deixou documentado
que o mestico constitula o tipo étnico
dominante da regido quando declarou:
“(....) a cor dos sertanejos varia do branco,
0s quais em pouco nlmero, necessaria-
mente ao moreno escuro, com tantas
gradaces que sera impossfvel encontrar-se
dois individuos com a mesma variedade
de coloracdo (....)". E esses fatos foram

por representantes das tribos tupis e tapuias,
devido a sua rica bacia hidrogrdfica, esses
foram dizimados quando da chegada dos bran-
cos colonizadores ao Piauf, ndo permitindo
a transferéncia dos caracteres genéticos de
forma significante para os novos habitantes da
regido. Ao contrario dos indios, os negros
sempre foram numericamente expressivos
entre os habitantes do Piauf coldnia®.

Esses fatos podem ser observados no
gréfico da Figura I, que representa uma janela
estatfstica privilegiada capaz de demonstrar a
proximidade entre as amostras estudadas, em
que as populacoes indigenas analisadas consti-
tuem os povos mais distantes dos mesticos de
Teresina. Ao contrario, pode ser observado
os brancos que formam um intimo agrupa-
mento com os mesticos de Teresina e de

Rev Assoc Med Bras 2004; 50(4): 422-6
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Figura | - Analise de componente principal mostrando a relacao entre a amostra de mesticos de Teresina
(1) e as populagdes de portugueses (2), brasileiros procedentes de Sao Paulo (3), brasileiros brancos com
os ancestrais imigrantes da Europa (4), brasileiros negros (5) indios terenas (6) e guaranis (7), tendo
como base de calculo as freqiiéncias génicas das especificidades HLA, DRBI e DQBI. A componente
principal | (CP1) extraiu 55,2% do total da variancia e a componente principal 2 (CP2), 19,1%. Os dados
para as populagdes comparadas foram obtidos de Terasaki and Gjertson, HLA 1997, e outras fontes[11-17]
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brasileiros negros e indios guaranis e terenas por analise de agrupamento hierarquico (HCA). Os dados para
as populacoes comparadas foram obtidos de Terasaki and Gjertson, HLA 1997, e outras fontes [I 1-17]
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forma intermediaria os negros. Dal deduz-se
que o mestico de Teresina tem caracterfsticas
genéticas predominantemente de brancos e
negros, com pouca participacdo da etnia
amerindia. O mesmo foi observado no
dendrograma em que o indio representou o
Ultimo agrupamento do diagrama sendo,
portanto, a etnia mais divergente dos mesticos
de Teresina amostrados.

Do ponto de vista histérico da colonizacao
do Brasil, estava previsto que o mestico cons-
tituiria o neo-brasileiro em substituicdo ao
indio, simbolo da nacionalidade que desapare-
ceria como povo nativo. O negro tenderia ao
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branqueamento e o brancoeuropeu seria o
grande reservatdrio de genes para a consti-
tuicio do novo tipo brasileiro?'.

Pena et al.?, em seus estudos filogeo-
gréficos do branco brasileiro, confirmaram
clentificamente que o brasileiro branco, de
modo geral, € um mestico tri-hibrido, com
39% de linhagens européias, 33% amerindias
e 28% africanas, mas variando de regido para
regido, na dependéncia dos fatos histéricos
que nortearam a colonizagdo de cada regido.
Assim, o brasileiro branco no sul tem 66% de
heranca européia, no norte 54% amerindia e
no nordeste 46% de negra. Ainda os mesmos

autores?, com os estudos de heranga cromos-
somial paterna e materna, comprovaram que a
imensa maioria da heranga paterna é de ori-
gem européia, mais especificamente portu-
guesa e, em média, 60% da materna é negra
ouamerindia, retratando o inicio da histéria de
colonizagao do Brasil.

Desta forma, o grande poo/ de genes de
origem branca no Brasil é origindrio de portu-
gueses, o que foi comprovado também para
essa populagdo de mesticos amostrados, em
que o padrao da distribuicio dos antigenos
HLA- A, B e DRBI foi semelhante ao padrdo
observado por autores que estudaram as po
pulagdes de Portugal®'*# e de seus descen-
dentes brasileiros'2. Ao contrario, a compa-
ragao das especificidades HLA dominantes nos
mesticos de Teresina estudados diferem signi-
ficativamente das freqUéncias observadas em
populagdes amerindias do Brasil'®", refle-
tindo, em termos bioldgicos, o fato de que a
populacao atual de mesticos ndo tem na sua
constituicdo uma forte participacdo da etnia
amerindia.

Os resultados deste estudo reforcam o
conceito do uso dos genes HLA como instru-
mento de investigacdo da composicao étnica
de populagdo e permitem concluir que o
mestico de Teresina apresenta caracteristicas
genéticas predominantemente de origem
branca e negra. Estes dados tém implicacdes
para os programas de transplante de 6rgaos
com doador ndo aparentado do Estado, que
tém como determinante da distribuicdo do
6rgao a compatibilidade HLA. Uma vez
sabendo-se a freqUéncia dos antigenos HLA
do tipo étnico dominante da regiao, pode-se
predizer o tempo em lista de espera do
receptor para os programas de transplante
de rim e medula dssea com doador ndo
aparentado.

GRUPO HLA-UFPI: Adalberto Socorro da Silva,
Aila Maria Veras de Araljo, Antonio Edmilson de
Castro, Evaldo Vercosa de Macédo, Gumercindo
Leandro da Silva Filho, Hélida Monteiro de
Andrade, Joaquim Xavier de Sousa JUnior, José
Adail Fonseca de Castro, Lilian Raquel Mouréo de
Aguiar, Malba Tania Miranda Gongalves Xavier,
Régio José Santiago Girdo, Ricardo Luz, Robson
Férrer Lima Carneiro, Rosana Célia Noleto Maga-
Ihdes, Taina Veras de Sandes Freitas, Victor Eulélio
de Sousa Campelo.

Conflito de interesse: nio ha.
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SUMMARY

HLA POLYMORPHISM IN A RACIALLY
ADMIXED SAMPLE OF THE POPULATION OF
TERESINA, Piaui

Ogiecmive, To establish the frequencies of
HLA-A, B, DRBI and DQB| specificities in a
racially admixed sample of the city of Teresina,
Plaui to characterize fts genetic composition.

MerHops. - Polymerase chain  reaction-
sequence specific primers (PCR-SSP) were used
to determine HLA-A, B, DRB/ and DQB/
specificities of 97 unrelated healthy racially
admixed people of Teresina. The genotypic
frequencies were estimated and compared to
those described in samples of Brazilan
Caucasian, Portuguese, Black and Amerindian
populations using Principal Component Analysis
(PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA).

Resutts. The frequencies of HLA-A, B,
DRB/ and DQB/ specificities observed in the
study sample were intermediate between
Blacks and Caucasians and the typical
elevation of HLA-specificities seen in the
Amerindian race was not observed in the study
population. The PCA and HCA analysis
revealed that Teresina’s racially admixed are
very close to both Black and Caucasian and do
not show similarities with the Amerindians.
CONCLUSION: The genetic composition of
Teresina’s racially admixed is predominantly
bi-hybrid of genes originated from Blacks and
Caucasians with Iittle contribution from
Amerindian genes. [Rev Assoc Med Bras
2004; 50(4): 422-6]

Kev worns: HLA. Polymorphism. Population
genetics. Ethnic groups.
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